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摘　要: 用改进的 M gC l2 法制备宿主菌株
PA Kö2pfs 感受态细胞; 由 JM 105 工程菌中提
取纤毛蛋白与绵羊白细胞介素 2 (P ilin2IL 22) 融
合基因表达载体, 转化宿主细胞 PA Kö2pfs, 筛
选出具有 P ilin2IL 22 融合基因表达载体的阳性
克隆菌株; 在营养肉汤中进行 P ilin2IL 22 融合基
因的表达。培养 16～ 18 h 后, 离心, 向上清液中
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白细胞介素 2 具有免疫佐剂作用[122 ] , 在前期工作
中已研制出 P ilin2IL 22 融合基因工程疫苗[3 ] , 并具有良
好的免疫效果。但该疫苗生产工艺复杂, 产量受到限制。





JM 105 工程菌, 由本实验室研制保存。PA Kö2pfs,
由澳大利亚悉尼大学 Egerton J R 教授馈赠。
1. 2　试剂与主要仪器
Xba I、BamH I酶,M arKer2000, (N H 4) 2SO 4, 高速冷
冻离心机等。
1. 3　PA Kö2pfs 感受态细胞的制备
利用改进的M gC l2 法制备宿主菌株 PA Kö2pfs 感
受态细胞。
1. 4　P ilin2IL 22 质粒载体的提取与转化
大量培养 JM 105 工程菌, 利用碱裂解法提取质粒,
并用聚乙二醇沉淀法对其进行纯化。将纯化质粒按
M gC l2 法转化 PA Kö2pfs 感受态细胞。在含羧苄青霉素
(Car)的营养肉汤培养基上筛选出阳性克隆, 提取质粒,
用BamH I、BamH I+ Xba I 酶切, 鉴定出具有 P ilin2IL 22
质粒载体的阳性克隆菌株。
1. 5　P ilin2IL 22 在 PA Kö2pfs 上的表达与融合
蛋白的提取
将具有 P ilin2IL 22 质粒载体的 PA Kö2pfs 工程菌
接种于含 60 m göL Car 的营养肉汤培养基中, 培养 16
～ 18 h 后, 6 000 g 离心收集上清, 按 49∶1 加入饱和
(N H 4) 2SO 4 于 4 ℃放置过夜, 10 000 g 离心, 取沉淀, 溶
于灭菌蒸馏水中保存。
1. 6　P ilin2IL 22 融合蛋白的特异性鉴定
用对流免疫电泳进行 P ilin2IL 22 融合蛋白的特异
性测定。在 pH 8. 6、0. 01 mo löL 巴比妥缓冲液中进行
免疫电泳, 电压 25～ 45 V , 电泳 2～ 3 h 观察结果。
2　结果
2. 1　P ilin2IL 22 质粒载体的转化
从 10 mL JM 105 工程菌中提取纯化出 100 ΛL 质
粒, 取 2 ΛL 转化 50 ΛL PA Kö2pfs 感受态细胞, 涂布于
含 60 m göL Car 的营养肉汤培养基平板中, 40 ℃过夜
培养, 共长出 80 多个菌落。挑取其中 10 个菌落, 接种于
含有 60 m göL Car 的营养肉汤培养液中 37 ℃过夜培
养, 提取质粒, 用BamH I、BamH I+ Xba I 酶切鉴定, 结
果有 8 株是具有 P ilin2IL 22 质粒载体的阳性克隆菌株。
2. 3　P ilin2IL 22 融合蛋白的提取
在 300 mL 营养肉汤培养基中 (含 60 m göL Car)接
种 P ilin2IL 22 阳性克隆菌株, 37 ℃摇床培养过夜。
6 000 g离心 30 m in 收集上清液, 加入 6 mL 的饱和
(N H 4) 2SO 4溶液 4 ℃放置过夜, 10 000 g 离心 20 m in 取
沉淀, 溶于 12 mL 灭菌蒸馏水中保存。
2. 4　P ilin2IL 22 融合蛋白的特异性鉴定
制备 15 göL 琼脂凝胶平板, 抗原孔加入融合基因表
达产物的上清沉淀物, 抗体孔加入兔抗 E 型节瘤拟杆菌抗
血清, 于pH 8. 6、0. 01 mo löL 巴比妥缓冲液中进行对流
免疫电泳, 电压 25～ 45 V , 电泳 2～ 3 h 观察到融合蛋白
孔与抗血清孔间出现一条清晰的沉淀线, 对照孔阴性。
3　讨论
在前期工作中王克坚教授构建了 P ilin2IL 22 融合
基因表达载体, 用D E3 表达了 P ilin2IL 22 融合基因蛋
白, 通过免疫试验证明 IL 22 基因与 P ili 基因融合后在
其表达的融合蛋白中具有免疫佐剂作用, 预示 P ilin2IL 2
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摘　要: 通过犬全血法和分离淋巴细胞法进行
淋巴细胞转化对比试验, 试验以培养 96 h,
ConA 浓度为 20 ΛgömL , L PS 浓度为 25 Λgö
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血激素 (PHA )、刀豆素 (ConA )、脂多糖 (L PS)、商陆丝
裂素 (PWM ) 等。其中 PHA 和ConA 为促 T 细胞丝裂
原, L PS 为促B 细胞丝裂原[122 ]。由于淋巴细胞受到抗
原- 丝裂原的刺激而发生转化时, 必然伴有DNA 的大
量合成, 使其转化成淋巴母细胞。用于检查的方法有淋
巴细胞的形态学检查, 3H 2胸腺嘧啶核苷 (3H 2T dR ) 掺入
法等。形态学检查受试验条件变化差异较大, 也不适用








R PM I 1640 (Gibco ) , 1640 完全培养基含 20% 胎牛
血清及青、链霉素, pH 7. 4～ 7. 6, 加入 2 mL öL 二巯基乙
醇。
1. 2　血液采集
无菌采取 3 只健康犬(3 月龄) 颈静脉血, 加入肝素抗
凝。
1. 3　淋巴细胞培养
1. 3. 1　分离淋巴细胞法　取 1 份抗凝血, 小心加于 2
份的淋巴细胞分离液 (购于中国医学科学院血液研究
所)的液面上, 以 1 500 röm in 水平离心 15 m in。收集界
面上的细胞层, 加入 H ank′s 液 5 mL , 充分混匀后, 以
3 000 röm in离心 15 m in, 吸去上清液, 沉淀用 H ank′s
液再洗两遍, 最后用适量无血清 1640 营养液稀释, 计
数, 并将其稀释成 2×106 细胞ömL。采用 96 孔微量培
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2 融合基因工程疫苗将是腐蹄病灭活菌苗的有效替代
品[3 ]。但用D E3 表达 P ilin2IL 22 融合基因蛋白, 表达产
物在细胞内, 提取工艺复杂, 不利于疫苗生产和推广应
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Abstract: T he pm P ilin IL 22 w as tran sfo rm ed in to the ho st competen t cell PA Körp fs and the recom b inan t
pm P ilin IL 22 w as exp ressed in the supernatan t of the cu ltu re of the tran sfo rm ed cell PA Körp fs. T he
recom b inan t pm P ilin IL 22 w as pu rif ied by (N H 4) 2SO 4 from the supernatan t of the cu ltu re of the tran sfo rm ed
PA Körp fs. T he specif ic react ion of the recom b inan t pm P ilin IL 22 and an t iserum of B . nod osus sero type E p ilin
w as demon stra ted by cro ss electropho resis.
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